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@ Verfahren zur Bestimmung von Konzentrationsverhaltnissen zweier sich urn mindestens ein Nucleotid 
unterscheidender Nucleinsauren und Testkit zur Durchfuhrung des Verfahrens 

(§) Verfahren zur Bestimmung von Konzentrationsverhaltnis- 
sen zweier sich in der Sequenz urn mindestens ein Nucleotid 
unterscheidender Nucleinsauren, die Produkte einer vorher- 
gehenden spezifischen Nucleinsau re overmen rung sind, wo- 
bei alle nachfolgenden Detektionsschritte an einer festen 
Phase durchgefiihrt warden, dabei zur Oiskriminierung im- 
mobilisierter einzelstrSngiger DNA-Fragmente eine einzige, 
nichtradioaktiv markierte, freie Oder an der festen Phase 
immobilisierte DNA-Sonde eingesetzt wird, welche nur einer 
der beiden nachzuweisenden Nucieinsaure-Einzelstrange 
voilstSndlg komplementar ist, wobei nach erfolgter Hybridis- 
ierung ausschlieSlich bei voltstandiger Komplementaritat ein 
partleller DNA-Doppelstrang mit einer nur fur eine Nuclein- 
siure spezrfischen Restriktionsschnittstelle entsteht, welche 
unter Einsatz eines diese Schnittstelle erkennenden Restrik- 
tionsenzyms unter gleichzeitiger Abspaltung eines die Mar- 
kierung tragenden Abschnitts der Sonde bzw. Nucleinsaure 
hydrolysiert wird, wahrend das unvoJIstandig hybridisierte 
Fragment keinem solchen Restriktionsverdau unterliegt und 
somit die adsorbierte Sondenmarkierung erhalten bleibt. 
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Bcschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur qualitativen Unterscheidung bzw. Bestimmung von Konzen- 
trationsverhlltoissen zwei r ahnlicher Nudeinsauren, ein Satz von 4 Oligonudeotiden, die hierfQr geeignet sind, 
$ ein Testkit, mit dem das erfindungsgemaBe Verfahren durchgeffihrt werden kann sowie eine Vielzahl von 
Verw ndungsmdglichkeiten des Verfahrens fur den Nachweis von Inf ektionen sowie zur Messung von Genex- 
pressionen. 

Die schneUe Entwicklung molekularbiologischer Techniken besonders in den letzten 10 Jahren gestattet es, 
nahezu jede interessierende Nucleinsaure qualitativ und semiquantitativ zu messen. Vielfach ist es aber notwen- 

10 dig, die Absolutzahl von Kopien einer Nucleinsaure zu kennen, beispielsweise urn reproduzierbare Aussagen zur 
Expression tumorassoziierter Gene (z. B. der "Multidrug resistance"-Gene MRP, mdr-1) zu treffen bzw. den 
Therapieerfolg nach immunmodulatorischer Behandlung von Viruserkrankungen (z. B. von Infektionen mit den 
Hepatitis-Viren HBV, HCV sowie den humanen Hochrisiko-Papflloma-Viren der Typen 16 und 18, eta) beurtei- 
len zu kdnnen. Hierzu werden neben kiassischen, meist zeitiich sehr aufwendigen Hybridisierungstechniken (z, & 

15 Northern/Southern Blot) mit zunebmendem Erfolg quantitative Amplifikationstechniken eingesetzt Diese wei- 
sen urn mehrere Zehnerpotenzen hohere SensitivitSten auf, was im Besonderen fur die Detektion seltener 
mRNA-Spezies oder bei limitiert zur Verfugung stehendem Probenmaterial relevant ist 

Sdt ihrer Erstbeschreibung (BECKER-ANDRE et aL, NucL Adds Res.; 17: 9437-9446 (1989X WANG et aL 
Proc, NatL Acad ScL USA; 86: 9717-9721 (1989)) wird u. a. die competitive Polymerase Chain Reaction (PCR) 

20 (US-Pat 5213961) fur Quantifizierungs-Reaktionen eingesetzt, da diese Metbodik trotz ihrer exponentiellen 
Natur zuverlassige und reproduzierbare Ergebnisse erbringt Die zu quantifizierende Nucleinsaure (Target- 
DNA) und ein exogen zugesetzter Standard (Competitor) definierter Konzentration werden simultan in einem 
PCR-Ansatz unter Nutzung nur eines gemeinsamen Primerpaares amplifiziert Nach erfolgter Vervielffiitigung 
kann aus dem Konzentrationsverhaltnis beider synthetisierten Produkte auf die Ausgangskonzentration der 

25 gesuchten Nukleinsaure vor der Amplifizierung geschlossen werdea Dieser Zusammenhang gih allerdings nur, 
wenn Competitor und Target mit gleicher Effizienz ampliftzierbar sind Dies ist aber nur dann gewahrleistet, 
wenn ideale, d. h, im Vergleich zum Target nahezu vollstandig homologe Competitoren zur Verfugung stehen. 

Technische Schwierigkeiten insbesondere in Hinblick auf den routinediagnostischen Einsatz der Methodik 
bestehen in der Ermittlung des Konzentrationsverhaltnisses zwischen den beiden kompetitiv erzeugten, Compe- 

30 titor- bzw. Target-abgeleiteten PCR-Fragmenten. Dem Fachmann bekannte elektrophoretische und chromato- 
graphische Trennverfahren gekoppeit mit geeigneten Auswertetechniken (z. B. Densitometrie, automatische 
Auswertung von HPLC-Chromatogrammen) setzen aber ausreichende Differenzierbarkeit beider Fragmente 
voraus. Dies ist allerdings nur mdglich, wenn ungfinstige, in der Lange variierende und so mit nur partieU 
homolge Competitoren verwendet werdea Ein wdterer Nachteil besteht darin, daB elektrophoretische und 

35 chromatographische Verfahren in der Regel manuell und apparatetechnisch sehr aufwendig, teuer, schlecht 
automatisierbar sind und somit nur geringen Probendurchsatz ermdglichen. 

Wesentliche Fortschritte bei der Detektion competitiv ampiihzierter DNA-Fragmente konnten mit einem 
immunologischen MeBverfahren unter Nutzung einer festen, mit einem Fangreagenz ausgestatteten Phase 
erreicht werden, Diese Technik wird in der Fachliteratur als PCR-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 

40 Assay, ALARD et aL BioTechniques; 15: 730-737 (1993), LEAR et aL BioTechniques; 18: 78-80, 82—83 (1995)) 
oder ELOSA (Enzynie-Linked Oligonudeotide Sorbent Assay, ADLER et aL, DuPont Biotech Update; 7: 13— 15 

(1992) , KOHLER et aL Quantitation of mRNA by polymerase chain reaction — Nonradioactive PCR methods. 
Springer- Verlag, Heidelberg (1 995)) bezeichnet und ist u. a. Gegenstand der Patente DE 41 29 653, DE 44 34 093, 
DE 42 34 086 und DE 42 12 555. Zunachst werden markierte Target- und Competitor PCR-Produkte hergestellt, 

45 die unter Einsatz eines am 5'-Ende entweder Biotin-markierten (JALAVA et aL, BioTechmques; 15: 134—139 
(1993X ALARD et aL BioTechmques; 15: 730-737 (1993X SANGIUOLO et aL, Int J. Clin. Lab. Res.; 24: 223-226 
(1994)) oder amidierten Primers (KOHSAKA et aL, NucL Adds Res.; 21:3469-3472 (1993)) sowie einem 
zugehdrigen unmarkierten Primer synthetisiert werden. Die Produkte werden in einem nachsten Schritt mit 
hoher Affinitat an eine feste Phase, z. a mit Strepavidin-beschichteten bzw. carboxylierten Mikrotiterplatten, 

so adsorbiert Nachfolgend wird mittels alkalischer Denaturierung der jeweils komplementare, nicht fiber das 
Hapten adsorbierte (d. h. der nichtmarkierte) DNA-Schwesternstrang entfernt Zwischen Target-DNA und 
Competitor-Fragmenten wird nachfolgend in der Regel unterschieden, indem separat zwei fur das jeweilige 
Fragment spezifische, nichtradioaktiv markierte DNA-Sonden eingesetzt werden, die an die entsprechend 
komplementaren DNA-Zieistrangbereiche binden. Als Sondenmarkierung werden hiufig die Haptene Digoxi- 

ss genin (ALARD et aL BioTechmques; 15: 730-737 (1993X KOHSAKA et aL, NucL Acids Res^ 21:3469-3472 

(1993) ), Fluorescein (ADLER et aL, DuPont Biotech Update; 7: 13-15 (1992)) oder eine Dimtrophenyi-Gnippe 
(LEHTOVAARA et aL, J. BioL Chem.; 269: 13337-13345 (1993)) eingesetzt. Alternativ kann auch die Sonde 
kovalent an die Mikrotiterplatte gekoppeit sein (SOLMET et aL, BioTechmques; 19:792-796 (1995)) so daB 
zuvor denaturierte, d. h. einzelstrangige PCR-Produkte aus dem Reaktionsansatz selektiv "herausgefischt* wer- 

6o den kdnnen. In diesem Fall wird nicht die Sonde, sondem das PCR-Produkt mit dem nachzuweisenden Hapten 
markiert Die Detektion der DNA-Hybride erfolgt vorzugsweise fiber die Bindung von spezifischen, gegen das 
Hapten gerichteten Antikdrpem, die mit einem Nachweisenzym (z. B. Alkalische Phosphatase, Peroxidase) 
konjugiert sind und somit eine der adsorbierten DNA-Menge proportionale Farbreaktion katalysieren kdnnen 
(colorimetrische Detektion): 

65 Alle oben beschriebenen Verfahren weisen aber einen gemeinsamen Nachteil auf: die vom Standard bzw. von 
der Ziel-DNA abstammenden PCR- Fragmente muss en sich mehr oder weniger deutlich in der Lange und/oder 
der Basensequenz unterscheiden, was im Widerspruch zum gnin^figymaBm Einsatz op timal homologer Stan- 
dards in der competitiven PCR steht Sind hingegen die zu unterscheidenden DNA-M lekfll in und 
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Sequenz weitgehend identisch, ist die differentielle Detektion dann sehr problematisch. Auf differentieller 
Hybridisieruog basicrende Verfahren sind our eingeschriinkt mdgiich und zudem sehr aufwendig und stdranf al- 
lig. Eine Ldsung stellt das in DE 41 29 653 bescfariebeoe Verfahren dar, das es gestattet, z. B. allele Nudeinsauren, 
die sich lediglich in einer Punktrautation unterscheiden, nachzuweisen. Dies gelingt, indem zwei Fragment-spezi- 
fische komplementare Oligonudeotidsonden eingesetzt werden, die nach Anlagerung an die Ziel-Scquenz ein 5 
Basenf ehlpaaning (Mismatch) z. B. am 3'-Ende aufweisen. Die entstandenen Hybride mussen dann jedoch in r 
unvorteiihaften zweiten enzymatischen Verlangerungsreaktion unterworfen werden, wodurch nur im Falle 
korrekter Hybridisiening unterschiedlich lange Verlangerungsprodukte entstehen die beispieisweise unter- 
schiedlich detektierbare Gruppen enthalten. Ein anderes Verfahren (HAHN et aL, AnaL Biochem; 229: 236—248 
(1995)) macht sich die hohe Spezifitat von Restriktionsenzymen fur Erkennung und zielgerichtetes Schneiden 10 
kurzer, beispieisweise durch gezielte Mutation entstandener Erkennungssequenzen fur die Differenzierung 
zwischen weitgehend homologen DNA-Fragmenten zunutze. Hierbei werden in einem 'single-tube nested PCR" 
Assay Target-DNA und ein nur um zwei Punktrautationen unterschiedlicher Competitor simultan amplifiziert 
Das "nested* PCR Produkt wird durch Einsatz eines Biotin- sowie eines DIG-Primers doppelt markiert, fiber 
Strepavidin an Mikrotiterplatten-Kavitaten adsorbiert und dann vorteilhaft unter Einsparung der Denaturie- is 
rungs- und Hybridisierungsschritte mittels anti-DIG-Antikdrpern colorimetrisch detektiert Mittels einer der 
eigentlichen Detektion vorgelagerten sog. "Selektive Restriction Enzyme Digestion (RED)* unter Einsatz zweier 
verschiedener, produktspezifisch eingesetzter Restriktiosenzyme wird eine Unterscheidung zwischen Competi- 
tor- und Target-Produkten ermoglicht Nachteile diese Verfahrens sind der bei einer "nested PCR* notwendige 
doppelte Pipettieraufwand, damn verbunden h6he Kosten fur Verbrauchsmaterial sowie das Fehlen ernes 20 
spezifischen Hybridisierungsschrittes zur zweifelsfreien Identifizierung speziflsch hergestellter Amplifikations- 
produkte, 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein einf acheres Verfahren zur Bestimmung von Konzentrations- 
verhaltnissen zweier ahnlicher Nudeinsauren bereitzustellen, welches den Bedurfnissen von Routinediagnostik- 
labors besser gerecht wird. 25 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zum qualitativen und quantiutiven Nachweis homologer 
Nudeinsauren, welches mindestens folgende Teiischritte enthalt 

— gleichzeitige Adsorption der nachzuweisenden ahnlichen Nudeinsauren an eine feste Phase 

— Abldsen der komplementaren Schwesternstrange unter alkalischen Bedingungen mit dem Ziel, einzel- 30 
strangige Nudeinsauren zu gewinnen 

— Hybridisiening vorzugsweise einer selektiv bindenden, nichtradioaktiv markierten, einzelstrangigen 
DNA-Sonde, die an beide nachzuweisenden Einzelstrang-DNA-Fragmente spezifisch bindet, aber nur zu 
einem Fragment vollstandig komplementar ist, in dessen Folge eine Fragment-spezifische Erkennungsse- 
quenz fur ein bekanntes Restriktionsenzym entsteht 35 

— Restriktions verdau gekoppelt mit der selektiven Abspaltung der Sondenmarlderung 

— Nachweis der an der Festphase adsorbierten Markierung entweder vor/nach Verdau vorzugsweise 
gekoppelt mit Fluoreszenzmessung bzw. ohne/nach Verdau vorzugsweise gekoppelt mit colorimetrischer 
Detektion 

40 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind ein Satz von Oligonudeotiden, ein Testkit und mehrere Verwen- 
dungsm&glichkeiten des Verfahrens. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht darin, eine Reihe von Storfaktoren bei der routinemaBigen 
Anwendung qualitativer und quantitativer DNA-Detektionstechniken auszuschalten Diese bestehen vor aJlem 
im Auftreten von Amplifikationsartefakten, storender Heteroduplex-Bildung zwischen ahnlichen Nudeinsauren 45 
sowie in unerwunschter Produktkontamination (sogenanntes "carry-over*). 

Ahnliche Nudeinsauren im Sinne der Erfindung sind Nudeinsauren, deren Nucleotidsequenzen im wesentH- 
chen identisch sind, die jedoch an mindestens einer Position der Nucleotidsequenz einen 
Unterschied aufweisen. Vorzugsweise sind die Unterschiede auf maximal 100 Nucleotide begrenzt Die Unter- 
schiede konnen mit Ausnahme der terminalen Primerbindungsstellen und in Abhangigkeit von der Schaffung 50 
einer erfindungsgemaB erforderlichen Erkennungssequenz fur ein bekanntes Restriktionsenzym jedes denkbare 
Nudeotid oder Gruppen benachbarter Nucleotide in der homologen Sequenz betreffen. Bevorzugt sind die zu 
unterscheidenden ahnlichen Nudeinsauren Produkte einer vorgeschalteten spezifischen oder unspezifischen 
Nucleinsaurevermehrung (EP-A-0329822, EP-A-023736Z EP-A-0201 184, EP-A-0320308, WO-88/10315), wobei 
die Nudeinsauren auch durch Klonierung oder in-vivo-Vermehrung entstanden sein kdnnen. 55 

Die nachfolgend beschriebene Erfindung stellt ein molekularblologisches Verfahren dar, das zur qualitativen 
und quantitativen Messung kleinster Mengen sequenzverschiedener Nudeinsauren (z. B. competitiv ampliMzier- 
te Virus-Partikel bzw. zellulare mRNA, mutierte Abschnitte genomischer DNA allele Gene oder Genprodukte 
eta) bevorzugt nach vorhergehender Amplifizierung geeignet ist Bei dem erfmdungsgemaBen Verfahren han- 
delt es sich um eine spezielle Ausfuhningsform des sogenannten Hybridisierungstests, der in seinen Grundzugen 60 
dem Fachmann auf dem Gebiet der Nucleinsaurediagnostik bekannt ist Das erfindungsgemaBe Verfahren stellt 
eine wdterentwickelte Kombination von immunologischem Nachweis (PCR-EUSA) und selektivem Restrik- 
tionsenzym- Verdau dar. Mit Ausnahme der vorgeschalteten enzymatischen Amplifizierung kdnnen afle Schritte 
in einem Reaktionsraum (z.B.in den Kavitaten handdsublicher, beschichteter Mikrotiter-Platten) durchg fuhrt 
werden. ^ 

Bevorzugt werd n alle mittels spezifischer Nucleinsaurevermehrung (z. B. PCR) synthetisierten DNA-Frag- 
mente (Competitoren und alle anfallenden PCR-Produkte) in ihrer Nucleotidsequenz abweichend von der 
nativen Sequenz derart verandert, daB alle physiologischen Des xy-Thymidin (dT>Nudeotide komplett durch 
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nicht-physiologisch vorkommende Desoxy-Uracil (dU>Nudeotide crsetzt werden. Dieser Austausch gestattet 
es, mittels des Enzyms Uracil- DN A Glycosylase (UDG) in einem der Nudeinsaurevermehrung vorgelagerten 
Schritt Produktk ntamination wirkungsvoll zu unterdrQckea 
Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verf ahren, das unter Verwendung nur einer selektiven DNA-Sonde zur 
5 Bestimmung von Konzentrationsverfaaltnissen zweier ahnlicher, aber deutiich in der Lange differierender DNA- 
Fragraente (Analytnucl insauren) eingesetzt werden kann (Abb. 1). In ein r bevorzugten Form der Ausfuhrung 
kann mit dem erfindungsgemaBen Verfahren auch qualitativ und quanthativ zwischeo ahnlichen Nucleinsauren 
identischer Lange aber iner in mindestens einem Nucleotid unterscbiedtichen Sequenz unterschieden werden 
(Abb. 2). ErfindungsgemaB sind afle durchzufuhrenden Verfahrensschritte in ihrem Grundablauf identisch. Un- 
to terschiede bestehen je nacfa Anwendungsprobiem hinsichtlich der Struktur der eingesetzten Competitoren 
sowie der jeweils zugehdrigen DN A-Sonden. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens werden die zu unterscheidenden Nucleinsauren an 
einer aktiven, festen Phase adsorbiert Hierzu wird bevorzugt das Bindepaar Biotin (Hapten)/Streptavidin (feste 
Phase) eingesetzt Bevorzugt erfolgt die Adsorption Biotin-markierter Nucleinsauren an Streptavidin-beschich- 
is tete Mikrotiterplatten (Abb. 1, 2; Schritt I). 

Die zu anaiysierenden Nucleinsauren werden bereits wahrend der Vermehrung in Abhingigkeit von der 
gewahlten festen Phase mit einer zur Imroobilisierung an die Phase befahigten Gruppe markiert und nachfol- 
gend Qber diese Gruppe an der festen Matrix adsorbiert Nach Entfernen des nicht direkt immobilisierten, 
komplementaren DNA-Stranges mittels dem Fachmann bekannter, vorzugsweise alkalischer Denaturierung 
20 (Abb. 1, 2; Schritt 2) erfolgt die Anhybridisierung einer erfindungsgemaB speziell konstruierten, an beide Frag- 
mente spezifisch bindenden, vorzugsweise am 5'-Ende markierten, einzelstrangigen DNA-Sonde (Abb. 1, 2; 
Schritt 3X welche ein synthetisches, der Zielsequenz komplementares Oligonucleotid mit einer bevorzugten 
Lange von 20—50 Nucieotiden darstellt Eine Markierung im Sinne der vorliegenden Erfindung besteht a us 
mindestens einer direkt oder indirekt nachweisbaren Gruppe. Direkt nach we is bare Gruppen sind beispielsweise 
25 fluoreszierende, farbige, Chemilumineszenz und Elektrochemilumineszenz verraittelnde Gruppen. Indirekt 
nachweisbare Gruppen sind immunologisch oder enzymatisch wirksame Verbindungen, wie Z.B. Haptene, 
Antigene und Antikorper. Besonders bevorzugt sind nucleotid-gekoppelte, physiologiscb nicht in der zu anaiy- 
sierenden Probe vorkommende Haptene, wie beispielsweise Digoxigenin oder Fluorescein. Die zur Unterschei- 
dung ahnlicher Nucleinsauren geeignete Sonde ist in ihrer Nucleotidsequenz speziell den jeweils nachzuweisen- 
30 den und zu unterscheidenden Nucleinsauren angepafit, weist aber strukturell einige prinzipielle Eigenschaften 
auf : sie ist befahigt, spezifisch an beide zu unterscheidende DNA-Einzelstrange zu binden, jedoch zu 100% nur 
an eine von beiden Analytnudeinsauren. 

In der vorwiegend quantitativen Ausfuhrungsvariante 1 bindet die Sonde am kurzeren der beiden zu unter- 
scheidenden Strange (Abb. 1 : vom semi-homologen Competitor abgeleitetes Fragment, siehe auch Beispid t) zu 
35 mindestens 50% ihrer Sequenz (3B), wahrend dieselbe Sonde am langeren Strang vollstandig anhybridisiert und 
nur in diesem Fall eine verfahrensgemaB zur Unterscheidung notwendige Restriktk>nsschnittstefle entsteht 
(Abb.l f 3A)i 

In der besonders bevorzugten qualitativ und quantitativ einsetzbaren Ausfuhrungsvariante 2 (Abb. 2 und 3; 
Beispiel 2 und 3) bindet die erfindungsgemfiBe DNA-Sonde wiederum spezif^ Ji an beide zu unterscheidenden, 

40 jedoch in diesem Fall gleich langen aber sich sequenziell urn mindestens ein Nucleotid unterscheidenden 
Nucleinsauren. Die Hybridisierung der Sonde an beide Fragmente erfolgt in diesem Fall jedoch Qber die 
gesamte Sondenlange (Abb. 2, 3A+Q. Vollstandige Hybridisierung erfolgt aber wieder nur an einen der zu 
unterscheidenden DNA-Einzelstrange (Abb. 2, 3A). Der infolge Sondenhybridisierung hervorgegangene, durch 
vollstandige Komplementaritat gekennzeichnete, doppelstrangige DNA-Abschnitt weist nunmehr eine zur 

45 Unterscheidung genutzte Restrikuonsschnittstelie auf. Diese RestrikdonsschnittsteDe enthalt in der Erken- 
nungssequenz vorzugsweise G- und C-Nudeodde. 

Die Ausfuhrungsvariante 3 (Abb. 3, Beispiel 3) dient vorzugsweise der qualitathren Unterscheidung von 
ahnlichen Nudeinsauren. die in bevorzugter Weise Produkte spezifisch vervielfaltigter genomischer DNA-Ab- 
schnitte sind und sich in ihrer Sequenz urn mindestens ein Nudeotid unterscheidea Hierbei sind beispielsweise 

50 Abschnitte von in der Sequenz variierenden Allelen eines Strukturgens gem ein t, die sich urn ein oder mehrere 
bekannte, drtlich abgegrenzte Mutationen unterscheiden. Erfordert die durchzufuhrende Analyse die Unter- 
scheidung zwischen mehreren rdumlich abgegrenzten Mutationen in der ampiinzierten Analytnucleins&ure, ist 
die Anzahl der erforderlichen DN A-Sonden abhangig von der Entfernung der zu detektierenden Basenverinde- 
rungen sowie der Anzahl der zu unterscheidenden Mutationen (Abb. i\ 

55 Die dem spezifischen Hybridisierungsschritt nachfolgenden Schritte sind wieder alien beschriebenen Ausftth- 
nmgsvarianten gemeinsam. Nur die im Falle vollstandiger (100% iger) Sondenbindung erzeugten kurzen dop- 
pelstringigen DNA- Abschnitte werden von einem erfindungsgemaB durch die generierte Restriktionsschnitt- 
stelle determiniertem Restriktionsenzym seleknv direkt an der festen Phase geschnitten (Abb. 1, 2; Schritt 4). 
Der markierte Teil der Sonde (Abb. 1 —3, "•■) wird folglich abgespalten und durch einen nachfolgenden Wasch- 

6o schritt entfernt 

Im Gegensatz dazu bindet die DNA-Sonde an die vom jeweils anderen zu unterscheidenden Fragment 
stammenden DNA-Einzelstrange nur unvollstandig. Das eingesetzte Restriktionsenzym kann in diesem Fall 
nicht schneiden, so da£ die Sondenmarkienmg weiterhin an der festen Matrix gebunden bleibt (Abb. 1; Schritt 
3B,Abb.2;Schritt3CX 

65 Nachfolgend wird die Matrix-immobilisierte, der ads rbierten Produktmenge proportional Sonden-Markie- 
rung vor bzw. hne und nach Restriktionsverdau gemessen. Die Messung erfolgt besonders bevorzugt direkt, 
indem die nachzuweisende Gruppe beispielsweise anhand ihrer Fluoreszenz nach entsprechender Anregung 
gemessen wird 
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In einer weiteren bevorzugten Form der Ausgestaitung erfoigt die Messung indirekt nacfa Einsatz sekundarer, 
speziftscher, enzymkonjugierter Antikdrper gegen die Sondenmarkierung (Abb. 1, 2; Schritt 5\ g koppelt mit 
einer nachfolgenden Farbreaktion und Messung der resultierenden Extinktion. Das Vernal tnis zwischen quanti- 
tativ zu unterscheidenden Nudeinsauren, beispielsweise Competitor- und Target-DNA abgeleiteten Produkten, 
wird dann einfach berechnet, indem die Differenz der Extinktionen ohne v rhergehenden Restriktionsenzym- 
Verdau (entspricht Gesamtmenge der Festphasen-adsorbierten DNA-Sonde) und nach selektivem Verdau 
(entspricht Menge des Fragments mit inkorapletter Sondenhybridisierung) ermittelt und zur Ratio-Berechnung 
herangezogen wird. 

Im Falle qualitativ zu unterscheidenden beispielsweise alleler, von beiden Eltern-Chroraosomen stammender 
Analytnucleinsauren (Ausfuhrungsbeispiel 3, Tabeile 1) richtet rich die Hdhe des meBbaren Signals nach der 
sogenannten Gendosis: bindet die zur Unterscheidung eingesetzte DNA-Sonde beispielsweise unvollstandig an 
das Amplifikationsprodukt von Allel 1 und volistiindig an Allel 2-Produkt wird ein maximaies Signal im Assay 
dann gemessen, wenn das Allel 1 homozygot vorliegt Ein halb-maximales Signal ist meBbar, wenn beide Allele 
heterozygot vorliegenden, wahrend ein mini males Signal fur das homozygote Vorliegen von Allel 2 spricht 

Die beschriebene Erfindung weist im Vei gieich zu alien bekannten Techniken folgende Vorteile auf : 

1. Verbesserte Automatisierbarkeit: Alle nach der einmaligen Ampliftzierung folgenden Schritte einschlieB- 
lich Restriktionsverdau werden nur noch in einem Reaktionskommpartiraent durchgefuhrt Die Detektions- 
ablauf wird vereinf acht, da nur noch ein Typ von DN A-Sonde bendtigt wird 

2. Das Verfahren involvien einen zur zweif elsfreien AmpUfikarionsprodukt-Identirikation vom deutschen 
Gesetzgeber per DIN-Norm 58967-60 vorgeschriebenen spezifischen Hybridisierungsschritt Es ist deshalb 
nach ausreichender Testung und Optimierung fur klinisch-chemische Diagnostik einsetzbar. 

3. Der durch die Sondenhybridisierung hervorgegangene kurze doppelstrangige DNA-Abschnht weist erst 
infolge Sondenbindung erne Fragment-spezifische Restriktionsschnittstelle auf. Erfolgter Restriktionsver- 
dau ist somit ein weiterer Nach weis fur die Spezifitat der zu unterscheidenden Nudeinsauren. 

4. Im Falle quantitativer Unterscheidung beispielsweise durch competitive PCR erzeugter DNA-Fragmente 
kann durch gezielte Mutation des jeweils eingesetzten Competitors und Design der entsprechend zugehori- 
gen Sonde prinzipiell jedes Restriktionsenzym zur selektiven Differenzierung zwischen ahnlichen DNA- 
Fragraenten nutzbar geraacht werden, vorausgesetzt, das gewahlte Enzym weist keine Fremdaktivit&t 
auf(unspezifisches Schneiden bei EnzymfiberschuB) und schneidet keine DNA-Einzelstrange, Somit kdnnen 
von den geeigneten Enzymen immer die prebgunstigsten (z. B. Hha I Hind III) gewaM werden. Im Falle 
direkter Messung der Fluoreszenz werden pro Doppelbestimmung im Idealfall nur 2 Kavitaten einer 
Mikrotiterplatte bendtigt (im Vergleich hierzu bendtigt der quantitative Amplicor HCV- und HIV Monitor 
Test Kit, Fa. Roche Diagnostica, 8 Kavhaten pro Einfach- Bestimraungl). 

5. Heteroduplex-Strange stellen keine Fefalerquelle mehr dar, da diese genauso wie die korrekt gepaarten 
Strange fiber ihre Biotin-Gruppe adsorbiert und als Einzelstrtnge detektiert werdea 

6. Durch konsequenten Ersatz aller dT- durch dU-Nudeotide in alien Ampliftkationsprodukten und wenn 
erfcr ierlich auch Competitoren ist maximaler Kontaminationsschutz durch einen der ProbenvervielfUti- 
gung vorgeschalteten Uracil-DNA Glycosyiase (UDG) Schritt mdglich. Die Erkennungssequenz des ge- 
wihlten Restriktionsenzyms sollte dann bevorzugt aus G- und C-Nucleotiden bestehen. 

7. Im Falle colorimetrischer Detektion ist eine einfache geratetechnische l^bor-Standardausrustung (einfa- 
cher Microtiterplatten-Reader, Schflttel-Thermostat) ausreichend Auf die teure Anschaffung von Spezial- 
anahyse-Gertten (z. B. HPLC Video-Denshometer) linn verzichtet werden. 

Abb, 1 zeigt in theoretischer Form die vorwiegend quantitative Ausftmrungsvariante 1, wobei zwischen zwei 
semi-homo logen, langenverschiedenen, competitiv ampliflzierten AnalytnucleinsSuren unterschieden wird 

Abb. 2 zeigt in theoretischer Form die besonders bevorzugt e, qualitativ und quantitativ einsetzbare Ausfflh- 
rungsvariante % die eine Unterscheidung zwischen gieich langen, sich aber in der Sequenz urn mindestens em 
Nucleotid unterscheidenden Nudeinsauren ermoglicht 

Abb. 3 zeigt den theoretischen Ansatz zur Isotypisierung der humanen ApoE-AJlele 2, 3 und 4 wit Hilfe des 
erfmdungsgemaBen Verfahrens (quah'tative AusfOhrungsvariante 2). 

Abb. 4 zeigt am Beispiel der Quantifizierung von MRP-mRNA in der cytostatika-resistenten Zellime CCRF 
ADR 5000 (AusfOhrungsvariante 1, Beispiel 1) den Vergleich von Ergebnissen, die experimentell mit dem 
erfindungsgemiBen Verfahren so wie mittels Hochdruck-Flussigchromatographie (HPLQ erzielt wurdea 

Abb. 5 zeigt am Beispiel Quantifizierung einer humanen single-copy Gen-Sequenz des Prothrombin-Gens zur 
molekularbiologischen Bestimmung kleiner Zellzahlen (Ausruhrungsvariante 2, Beispiel 2) eine experimentell 
durchgefuhrte competitive TitratioosanaJyse. 

Abb. 6 zeigt die Reproduzierbarkeit quantitativer Ergebnisse, die mit dem erfindungsgemiBen Verfahren am 
Beispiel Analyse der in Abb. 5 dargesteilten Titrationswerte erzielt wurden. 

Die folgenden Beispiele dienen der Verdeutlichung der Erfindung. 

Beispiel 1 

Quantitative PCR-EUSA zur Messung von "Multidrug resistance-associated protein (MRP)" mRNA 

Probenvorbereitung 

Zur DurchfQhrung des erflndungsgemaBen Nachweisverfahrens muB die nachzuweisende mRNA in fflr 
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m-vitro-Reaktionen geeignetcr Form vorliegcn. Dazu wird die zu untersuch nde Probe auf bekannt Weise 
auf geschlossen, die mRNA oder T tal-RNA isoliert und mittels reverser Transcriptase in cDNA umgeschriebea 

ErfindungsgemiBe Amplification mittels Competitiver PCR 

Pro 50-ul-Ansatz: 

— 100 ng(+) Prim rMRP3-Biotin 

— 100 ng(-) Primer MRP4 

— 2 |il kalibriertes Competitor-Fragment (1-1462 x 10~ 21 mol) 

— 8ui dNTP-Mix (Promega, Pharmacia): \Z5 ui dATP, dCTP, dGTP, dUTP einer 100 mmol/l Stock-L6- 
sung, verdOnnt auf 1000 uJ mit H2O 

— 5 ui PCR-Puffer, 10 x cone. (Perkin-EImer): 100 mmol/l Tris/HO, 500 mmol/l KO, 15 mmol/l MgCl* 
0.01% (w/v) Gelatine; autoklaviert; pH 83 (25°Q 

— 0.2 U Uracil DN A-Glycosyiase (Boehringer, Mannheim) 

— 50 ng revers transcribierte RNA 

— 13 U AmpliTaq Polymerase (Perkin-EImer) 

— Amptiffotionsprogramm (GeneAmp 9600-Thermocycler (Perkm-Elmer)): . 
Initiale Inkubation 15 min, 37° C 

Denaturierung 10 min^^C; Halten bei 72°C (an dieser Steile Zugabe von Competitor und Polymerase!) 
35 Zyklen (30 sec 94°Q 30 sec 53°Q 1 min 72°C) 
Finale Elongation 10 min, 72°C 

— L&nge des amplifizierten Target-Fragmentes: 344 Basenpaare, Lange des amplifizierten Competitor- 
Fragmentes: 256 Basenpaare. 

Materialien 

— Mikrotiterplatten, Streptavidin-beschichtet (z. B. Nunc Maxisorp) 

— Sonde: MRPS5, 5' FTTC-markiert 100% Hybridisierung am Target-Amplimcationsprodukt Hybridisie- 
rung Qber 19 bp am Competitor- Amplifikationsprodukt 

— Schuttelinkubator fur Mikrotiterplatten (37° C) 

— Denley Well-Wash Mikrotiterplattenwascher 

— Anthos 2001-Mikrotiterplattenreader. 

Amplifikatvorbehandlung 

VerdQnnungspuffer: PBS/0. 1 % Tween 20 (1 mmol/l NaH 2 PC>4, 14 mmol/l Na 2 HPC>4, 140 mmol/l Nad; pH 7.4, 
<U%(v/v) Tween 20) 

— PCR-Ansatze 1 : 2000 mit PBS/0. 1% Tween verdttnnen. 

Amplifikatimmobilisierung (Abb. 1 Schritt 1) 

Waschpuffer: PBS/1 % Tween 20; pH 7.4 

— 100 ul verdunntes Amplifikat pro Kavit&t 1 Std. bei 37° C immobilisieren. 
-3 x mit je 300 uJ Waschpuffer (PBS/1% Tween 20) waschen, 

Blocken der Kavitaten 

Blockldsung: PBS/2% Tween 20 

— Kavitaten 30 min mit jeweils 200 ui PBS/2% Tween 20 bei Raumtemperatur blocken, 
-3 x mit je 300 ui Waschpuffer (PBS/1% Tween 20) waschen. 

Alkalische Denaturierung (Abb. 1 Schritt 2) 

Denaturieningslfisung: 0.1 mol/l NaOH/ 03 mol/1 Nad 

— mit jeweils 100 uJ Denaturierungsl&sung 10 min bei Raumtemperatur denaturieren. 
-3 x mit je 300 uJ Waschpuffer (PBS/1% Tween 20) waschen. 

Hybridisierung (Abb. 1 Schritt 3) 

Hybridisierungsldsung: 1 x SSPE (150 mmol/l Nad 8-5 mmol/l NajHPO* 2 mmol/l EDTA; pH 7.4), 025% 
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(v/v) Dextransulf at Sonde: 0.1 5 pmol pro Kavitat 

- pro Kavitat 100 ul Hybridisierungl6sung(ai5 pmol Sonde entbaltend) pipettieren 
- 1 Std. bei 37° C unter leichtem SchQtteln (75 rpm) im Sdmtteiinkubator inkubieren. 
-3 x mitje300jilWaschpuffer(PBS/l%Tween20)waschen 

Restriktionsverdau mit Hha I selektives Schneiden der amplifizierten Target-DNA (Abb. 1 Schritt 4) 
Restriktionspuffer(10 x cone): 100 mmol/lTris-acetat; pH 75, 100 mrool/l Mg-acetat, 500 mmol/1 K-acetat 

- 100 pi Restriktionspuffer, supplemenuert mit 4 U Hha I (Pharmacia), in jede Kavitat pipettieren 

- Inkubation 1-3 Stdbei 37° Cim Schuttelinkubator 
-3 x niitje300ulWaschpuffer(PBS/l%Tween20)waschen 

Detektion mit anti-FITC-POD Konjugaten Fab-Fragmente (Bochringer Mannheim) (Abb. 1 Schritt 5) 15 

-Antikdrper(150U/ml)l : 4000 mit PBS/0. 1 % Tween 20 verdunnen 

- Inkubation mit 100 ui verdunntem Antikdrper pro well fur 15 min bei 37°C 

- 3 x mit je 300 ul Waschpuffer(PBS/l% Tween 20) wascnen. 

20 

Kolorimetrische Detektion mit Tetramethylbenadin (TMB) 
— Losung A: 15 mmol/1 TMB in Dimethylformamid (DMFA) 

- Losung B:Citrat-Puffer: 8.4 g Zitronensaure (8 J? g Qtrat x HiO) ad 160 ml HA mit 4N KOH auf pH 4.0 25 
einstellen, auf 200 ml auffullen, 200 ul H2O2 zugeben 

- StopplSsung: 0.25 mol/1 H 2 SO<, 8.5 mol/1 Eisessig (4.86 ml Eisessig mit 1 N H 2 S0 4 ad 10 ml auffullen) 

_ kurz vor Farbeschritt 1 Teil L6$ung A und 9 Teile Losung B mischen (4875 ul Ldsung A und 43875 ul 
Losung Bausreichend fur 4 x 8er-Strips) 

- 100 ul Farbelosung pro well, ca. 15 min Farbstoffbildung im Dunkeln abwarten 30 

- mit 100 ul Stopplosung abbrechen und bei 450(405) nm messen. 

In Abb. 4 werden die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren erzielten Ergebnisse mit den raittels Hochdruck- 
Flussigchromatographie (HPLQ erhahenen Wert en verglichen. ,*„ mM 
100 ng Aliquote einer revere transkribierten Total-RNA wurden hierzu simultan mit (1)1462, (2) 146.2, (3) 73.1, (4) 35 
29A(5mj6,(6)9J,(7)5.8,(8)23^ * 10.21 mol) pro Ansatz amplifiziert 

Je 20 ul der PCR-Ansatze wurden uber eine TSK DEAE-NPR Saule mit DEAE-NPR Vors&ule (TosoHaas 
GmbH, Stuttgart) unter Nutzung eines HPLC-Systems (Jasoo Ubor und Datentechnik GmbH, Gross-Umstadt) 
aufgetrennt, die Peaks wurden integriert und die Daten zur Berechnung der jewciligen Produkt-Ratios einge- 
setzt Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen PCR-EUSAs wurden die Ansatze in 1 : 2000 verdunnter Form 40 
eingesetzt Insertierte Abbildung: konventioneUe Agarosegel-Eiektrophorese von je 10 ui competitiv amplifi- 
zierterMRPK:DNA(344bp)undMRP^mpeti^ ° Marker(100 

bp-Leiter). Die hierbei erhaltenen und dargestellten PCR-ELISA Werte steUen Mittelwerte aus zwei unabhangi- 
gen Experimenten ± Standardabweichung (SX).) dan Wie aus der Abbildung weiterhin ersichtlich 1st, kdnnen 
mit beiden Methoden prinzipiell gleiche Resultate (d. h, Scfamttpunkt mit der y - 0 Geraden, der die imtiale 45 
Konzentration des zu messenden Targets darstellt) erzieit werden. 
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Primer MRP3 

Scqucnzlange: 
Art dcr Sequenz: 
Strangfbrm: 
Topologie: 
Position: 
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Sequenzprotokolle 



20Basen 

Dcsoxmbonucleotid 

Einzelstrang 

linear 

751-770 [Science 258, 1650-1654 (1992)] 



5*-BIOTIN GCT.CGT.CTT.GTC.CTG.TTT.CT 3* 



Primer MRP4 



30 



40 



50 



55 



Seqnenzlange: 
Art der Sequenz: 
Strangfbrm: 
Topologie: 
Position: 



20] 

Desoxyribonucleotid 



linear 

1071-1090 [Science 258, 1650-1654 (1992)] 



5* CTCCACCTCCTCATT.CGCAT 



3' 



Mutationsprimer MRP5 zur Herstellung des Competitor-DNA Fragments gemeinsam not (+>Primer 
MRP3 



SequenzlSnge: 
Art der Sequenz: 
Strangfbrm; 
Topologie: 
Position: 



40] 

Desoxyribonucleotid 
linear 

967-986/1071-1090 [Science 258, 1650-1654 (1992)] 



5' CTC.C^CCTCCTCJUT^GCATC^ 3 » 
Sonde MRPS5 



Seqnenzlange: 
Art der Sequenz: 
Strangfbrm: 
Topologie: 
Position: 



35 

Desoxyribonucleotid 

Einzelstrang 

linear 

751-770 [Science 258, 1650-1654 (1992)] 



5*-FITC 



CTA.GTC.TTG.GCG.CAT.TCC.TTC.TTC.CAG.TTC.TTT-AC 3' 
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Brispid2 

Quantitative; PCR-ELISA zur Messung von huraanen Prothrombin single-copy Gen-Sequenzen zur 
moiekularbiologischen Bestimmung kleiner Zelkahlen 

Probenvorbereitung 

Zur DurchfOhrung des erfuidungsgemiBen Nachweisverf ahrens muB die nachzuweisende genomische DNA 
in fur in- vitro- Reaktionen geeigneter Form voriiegen. Dazu wird die zu untersuchende Probe auf jewefls 
bekannte Weise aufgeschlossen sowie die DNA in moglichst intakter Form isoliert und in H2O gel6st 

ErfindungsgemaBe Amptifikanon mittels Competitiver PCR 

Pro 50-ul- Ansatz: 

— 100 ng Primer HUMTHBl-Biotin 

— 100 ng Primer HUMTHB2 

— 5 ul Competitor-Fragment (10~ 18 — 10" 24 mol) 

— 8ui dNTP Mix (Promega, Pharmacia): 125 ui dATP, dCTP, dGTP, dUTP einer 100 mmol/l Stock-Ldsung, 
verdunnt auf 1000 ui mit H26 

— 5 ui PCR-Puffer f 10 x cone. (Perkin-Elmer): 100 mmoi/1 Tris/HO, 500 mmol/l KCI, 15 mmol/l Mgd* 
O01% (w/v) Gelatine; autoklaviert; pH 83 (25°C) 

— 0.2 U Uracil DNA-GIycosyiase 

— ca. 50 ng genomische DNA 

— l^UAmpliTaq Polymerase (Perkin-Elmer) 

— AmpIifikauonsprogramm(GeneAmp 9600-Thermocycler (Perkin-Elmer)): 
Initiale Inkubation 15 rain, 37°C 

Denaturierung 10 min, 94°C; Halten bei 72° C (an dieser Stelle Zugabe von Competitor und PolymeraseO 
40Zyklen(45sec94 o G30sec56°C, 1 min72°C) 
Fuiale Elongation 10 min, 72°G 

— LSnge beider Amplifikationsprodukte: 460 Basenpaare. 

Die PCR-Produkte werden 1 : 100-1 : 500 mit PBS/ai% Tween verdunnt, pro Kavitat werden 100 ui pipet- 
tiert Die weiteren Schritte erfolgen analog Beispiel 1 mit Ausnahme Verwendung der Sonde THBSOND1 
gleicher Konzentration. Mittels Hha I geschnitten werden in diesem Fall seiektiv die Compeutor-Sonde-Hybri- 
de. 

Abb. 5 zeigt am Beispiel Quantifizierung einer humanen single-copy Gen-Sequenz des ProthrombinGens zur 
moiekularbiologischen Bestimmung kleiner Zellzahlen (Ausfuhrungsvariante 2, Beispiel 2) eine experimentell 
durchgefuhrte competitive Titrationsanalyse. 

ca. 40 ng gereinigte HeLa-DNA wurden simultan mit (1) 46032, (2) 23016, (3) 9206, (4) 4603, (5) 3069, (6) 1841, (7) 
921, (8) 460 und (9) 184 MolekOlen Competitor, der eine identische Lange im Vergleich zum Target-Produkt 
aufweist und sich in der Sequenz nur um einen G—C Austausch in Position 429 unterscheidet, amplifiziert. 15 ul 
eines jeden PCR-Ansatzes wurden nachfolgend 1 Std. bei 37°C mh 10 U Hha I verdaut, das Enzym wurde 
anschlieBend 10min.bei65°Cinaknviert 1.5 ui-Aliquote der verdauten DNA wurden im 6%-PoIyacryiamid-Gel 
aufgetrennt und mittels Silberftrbung sichtbar gemacht Unverdautes Fragment (Target-DNA): 460 bp, verdau- 
tes Fragment (Compethor-DNA): 428 bp; T - separat amplifizierte Target-DNA, C - separat amplifizierte 
Competitor-DNA, M - Marker (100 bp-Leiter). 

In Abb. 6 ist die Reproduzierbarkeit des Prothrombin PCR-EUSAs in Abhangigkeit von der PCRProdukt 
VerdQnnung vor Immobilisierung an der Mikrotiterplatte dargestellt Die anaiysierten PCR-Produkte sind 
identisch mit den in Abb. 5 elektrophoretisch aufgetrennten Fragmented 
Die Zellzahlberechnung erfolgte unter Verwendung folgender Fonnel: 

Zellzahl pro Ansatz « Initiale Zahl Prothrombin-Gen Fragmente: 2 (Allele pro Zelle) Die Datenanalyse Iieferte 
fur die zwei durchgefflhrten Experimente folgende Werte: 

Berechnung mittels linearer Regression: 371 Zellen (1 : 500 verd), 331 Zellen (1 : 200 verd) pro Ansatz Berech- 
nungausdenEinzelwerten:357 ± 156ZeUen/Ansatz(l :500),35l ± 154Zelien/Ansatz(l :200verd) 
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Sequenzprotokolle 

Primer HUMTHBi (cntspricfat Primer F oboe EcoW-Klomennigsstelle, MAIN et aL, In: Rolfs, 
Schumacher, Marx (Eds.), PCR Topics, Springer-Verlag Berlin, 1991, S.99-102) 



Sequenziange: 20 ] 

Art der Sequenr Dcsoxyribanucleotid 
Strangfbrm: Emzelstrang 
Topologie: linear 

Position: 26278-26297 [Gene 95 (2), 253-260 (1990)] 

S'-BIOHN CTG.GGCTAT.GAG.CTATGC.TC 3' 

Primer HUMTHB2 (cntspricfat Primer G ohxxe Pstl-Klonierungsstelle und AEC-Anstausch in Position 
26722, MAIN et aL, In: Rolfi, Scfanmacher, Marx (Eds.), PCR Topics, Sprmgcr-Veriag Berlin, 1991, 
S.99-102) 



Sequenziange: 20 J 

Art der Sequenr Descayribanideotid 

Topologie: linear 

Position: 26718-26737 [Gene 95 (2), 253-260 (1990)] 

5' ATAATT.CTT.TCA.CGG.GAT.TG 3* 

Mutationsprimer THB2HHA zur Herstellimg des Competitor-DNA Fragments mit (+)-Primer 
HUMTHBI 

Sequenziange: 35 Basen 

Artder Scqucnz: Desaxyribonucleotid 
Strangfbrm: Emzelstrang 
Topologie: linear 

Petition: 26718-26737 [Gene 95 (2), 253-260 (1990)] 

5' ATAJVTT.CTT.TCA.CGG.GAT.TGG.TTC.CAG.GAaCGCAG 

THBSONDI 



24 Basen 

Art der Sequenr Desc«yribonncleotid 
Strangfbrm: Emzelstrang 

linear 



26694-26717 [Gene 95 (2), 253-260 (1990)] 
5-FITC GTT.CCA.GGA.GCG.CAG.AAT.ATGAGT 3' 
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BeispieI3 

Qualitative PCR-ELISA zur Isotypisierung der humancn Apofipoprotein E- Allele E2, E3 und E4 

Probenvorbereitung 5 

Zur DurcbfOhrung des erflndungsgemaBen Nachweisverfahrens muB die nacfazuweisende genomische DNA 
in fur in-vitro-Reaktionen geeigneter Form vorliegea Dazu wird die zu untersuchende Probe auf jeweils 
bekannte Weise auf geschiossen sowie die DNA in moglichst intakter Form isoliert und in HjO geftst 

10 

ErfindungsgemaBe Amplification mittek PGR 

Pro 50-ul-Ansatz: 

— 100 ng Primer Primer F6-Biotin J5 

— 100 ng Primer Primer F4 

— 8ul dNTP Mix (Promega, Pharmacia): X2J5 ui dATP, dCTP, dGTP, dUTP einer 100 mmol/I Stock-LOsung, 
verdfinnt auf 1 000 ui mi t H26 

— 5 ui PCR-Puffer, 10 x cone. (Perkin-Elmer): 100 mmol/1 Tris/HO, 500 mmo!/l KO, 15 mmol/I Mgd* 
0.01% (w/v) Gelatine; autoklaviert; pH 83 (25° C) 20 

— 02 U Uracil DNA-Glycosylase 

— 50—100 ng genomische DNA 

— 15 UAmphTaq Polymerase (Perkin-Elmer) 

— Amplifikationsprogramm (GeneAmp 9600-Thermocycler (Perkin-Elmer)): 

Imtiale Inkubation 15 min, 37° C 25 

Denaturierung 10 min, 94° C; Halten bei 72°C (an dieser Stelle Zugabe der Polymerase!) 
40Zyklen(45sec94°C,45sec60*Q 1 min72°C) 
Finale Elongation 1 0 min, 72° C 

30 

— Lange der Ampliflkationsprodukte: 245 Basenpaare. 

Die zu anarysierenden Ampliflkationsprodukte werden auch in diesem Beispiel je nach erreicbter Amplifika- 
tionseffizienz mit PBS/0.1% Tween verdflnnt, pro Kavitat werden wiederum 100 jil verdunntes Produkt einge- 
setzt Die weiteren Detektionsschritte erfolgen analog Beispiel 1, mit Ausnahme Verwendung der beiden 35 
Sonden S112ARG und S158ARG. Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, welche Sonden-Target-Hybride bei welcher 
Allel-Kombination mit dem auch bei diesem Beispiel eingesetzten Restriktionsenzym Hha I geschnitten werdea 

40 



45 



so 



55 
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TabeDel 

Unterscheidung von ApoE- Allelen nach der Intensitat der nacfa Hha I-Restriktk>n$verdau erhaltenen Signale 



AlleJ-Kombination 


Sonde 


Restriktionsveidau nrit 


adsorbicrtcs Signal nach 






Hhal/Cfblmfiglidi 


Vadauf%l 


2/2 


S112ARG 


netn 


100 


(112CYS/158CYS) 


S158ARG 


iMjrin 


100 


3/3 


S112ARG 


I nem 


100 


(112CYS/158ARG) 


S158ARG 


100% 


0 


4/4 


S112ARG 


100% 


0 


(112ARG/158ARG) 


S158ARG 


100% 


0 


4/2 


SI12ARG 


50% 


50 


(112CYS.ARG/ 


S158ARG 


50% 


50 


158CYS.ARG) 








4/3 


S112ARG 


50% 


50 


(U2CYS.ARG/ 


S1S8ARG 


100% 


0 


158ARG) 








3/2 


S112ARG 


ncin 


100 


(112CYS/ 


S158ARG 


50% 


50 


158CYS.ARG) 
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Sequenzprotokolie 

Scquenzpxotokoile 

Primer F6 (EMI et al., Genomics 3, 373-379 (1988)) 

- Sequenzlange: 24 Bases 

Art dcr Sequenr Dcsoxyribonuclcotid 
Strangform: Emzelstrang 
Tqpolpgie: linear 

Position: 3868-3884 [Genomics 3, 373-379 (1988)] 

5'-BI0TIN TAA.GCT.TGG.CAC.GGC.TGT.CCAAGG 3' 

Primer F4 (EMI et aL, Genomics 3, 373-379 (1988)) 

Sequenzlange: 20 Basen 

Art der Sequenr Dcsoxyribonucleotid 

Strangform: Emzelstrang 

Topologie: linear 

Position: 4081-4095 [Genomics 3, 373-379 (1988)] 

5' ACA.GAA.TTC.GCC.CCG.GCCTGG.TACAC 3' 
Sonde S112ARG 

Sequenzlange: 24 Basen 

Art der Sequenr Dcsoxyribonuclcotid 

Strangform: Em 7 ?1str ap^ 

Topologie: linear 

Position: 4081-4095 [Genomics 3, 373-379 (1988)] 
S'-FTTC CCA.CKjC.GGC.CGC.GCA.CGT.CCT.CCA 3' 
Sonde SI 58 ARG 



Sequenzlange: 24 3 

Art der Sequenr Dcsoxyribonuclcotid 

Strangform: Ei nzels t ran g 

Topologie: linear 

Position: 408M095 [Genomics 3, 373-379 (1988)] 

5 f -FITC ACACTG.CCA.GGC.GCT.TCT.GCA.GGT 3' 
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PatentansprQche 

1. Verfahren zur Messung qualitativer und quantitativer KonzentratioDSverfafiltnisse zweier sich in der 
Sequenz urn mindestens ein Nucleotid unterscheidender Nucleins&uren, welche durch PCR-Amplifizienmg, 
KJoni rung oder andere V rvielHUtigungstechniken hcrgcstcllt werden, wobei jc ein DNA-Strang eines 
jcden nachzuweisenden DNA-Fragraentes entweder wahrend der Vervielfaltigung oder nachtriglich che- 
misch modifiziert oder rait einem Hapten markiert wird, Qber diese Modizierung nachfolgend die Adsorp- 
tion der Fragmente an eine geeignete aktive Festphase erfolgt und der nicht markierte Scfawestemstrang 
mittels aikalischer Denaturierung entfernt wird, dadurch gekennzeichnet, daB die Anhybridisierung einer 
komplementaren, bevorzugt S'-markierten, einzelstringigen DNA-Sonde erfolgt deren Sequenz so ge- 
wahlt wird, daB diese an beide zu unterscfaeidenden Nudeinsaurestrange spezifisch bindet, wobei nach 
erfolgter Hybridisierung ausschlieBlich bei volistandiger Komplementaritat der Sonde ein partiefler DNA- 
Doppelstrang entsteht, welcber nunmehr eine Fragment-spezifische Erkennungssequenz aufweist, die vor- 
zugsweise unter Einsatz eines die Sequenz erkennenden Restriktionsenzyms im Bereicb der Doppelstrang- 
Region selektiv hydrolysiert wird, wobei gieichzeitig ein TeQ der die Markierung tragenden Sonde abge- 
spalten wird, wahrend das unvoUstandig hybridisierte Fragment keinem solchem Restriktionsverdau unter- 
liegt und die Sondenmarkierung weiterhin an der f esten Phase immobilisiert verbleibt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die erfindungsgemaBe DNA-Sonde an der 
Festphase immobilisiert ist und keine Markierung tragt, wahrend die zu unterscheidenden Kucleinsauren 
bevorzugt am 5'-Ende nichtradioaktiv markiert sind und selektiver Restriktionsverdau nur bei volistandiger 
Sondenhybridisierung unter gleichzeitiger Abspaltung eines Teiles der die Markierung tragenden Analyt- 
nucleinsiure erfolgt 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB zwei in einem Teil der Sequenz 
ahnliche, sich in der Lange aber wesentlich unterscheidende Fragmente so detektiert werden, daB eine 
Sonde konstruiert wird, welche zu mindestens 50% ihrer Lange in einem fur beide Fragmente spezifischen, 
in der Nucleotidsequenz identischen Homologiebereich hybridisiert, wobei nur am langeren Fragment 
vollstandige Sondenhybridisierung erzielt wird und nur dieses Fragment betreffend ein selektiver Restrik- 
tionsverdau mit resultierender Abspaltung der Sondenmarkierung erfolgt 

4. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB beide zu unterscheidenden Nudein- 
sauren eine identische Zahl von Nudeotiden aufweisen, sich aber in der Sequenz urn mindestens ein 
Nucleotid in beliebiger Position mit Ausnahme der Primerbindungsstellen unterscheiden und eine Sonde 
konstruiert wird, die nur einer entweder physiologisch oder gezielt mutierten AnaJytnudeinsaure vollstan- 
dig komplementar ist und nach spezifischer Hybridisierung an die zu analysierenden Nudeinsauren folglich 
nur das mutierte Fragment einem selektiven Restriktionsverdau unterliegt wobei der die Markierung 
tragende Teil der Sonde oder gemaB Anspruch 2 der markierte Tefl der mutierten Nudeinsaure abgespal- 
tenwird. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB nach erfolgter Sondenhybridisierung nicht 
die mutierte sondern die Target-Nucleinsaure eine selektive Restriktionsschnittst die aufweist 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 —5, dadurch gekennzeichnet, daB die Unterscheidung von ahnli- 
chen Nudeinsauren durchgefQhrt wird, die in bevorzugter Weise Produkte spezifisch vervielfaitigter ge- 
nomischer DNA- Abschnitte — beispielsweise mutierter Abschnitte von in der Sequenz varOerender Allele 
eines Strukturgens — sind und sich in ihrer Sequenz urn mindestens ein Nucleotid unterscheiden, wobd sich 
die zu analysierenden Nudeinsauren um ein oder mehrcre Basenaustausche unterscheiden kdnnen sowie 
zur Analyse mehrerer raumlich abgegrenzter Mutationen in der amplifizierten AnaJytnudeinsaure die 
Anzahl der erforderiichen DNA-Sonden abhangig von der Entfernung der zu detektierenden Basenveran- 
derungen sowie der Anzahl der zu unterscheidenden Mutationen ist 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 —6, dadurch gekennzeichnet daB alle zugesetzten Competitoren 
sowie alle amplifizierten und zu analysierenden Nudeinsauren in einem dem erfindungsgemafien Verfahren 
vorhergehenden Schritt so in ihrer Basensequenz verandert werden, daB alle dT-Nucleotide durch dU-Nu- 
cleotide ersetzt werden, 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1—7, dadurch gekennzeichnet, daB in einer bevorzugt en Form der 
Ausgestaltung solche markierten Sonden und ggf. Competitoren eingesetzt werden, die eine Fragment-Un- 
terscheidung mit Restriktionsendonudeasen eriauben, die keine Fremdaktivitat aufweisen, keine DNA-Ein- 
zelstrange schneiden und vorzugsweise G- und C-Nudeodde in der Erkennungssequenz enthalten. 

9. Testkit zur Bestimmung von KonzentratbnsveiMltnissen zweier sich um mindestens ein Nudeotid 
unterscheidender Nudeinsauren, enthaltend einen Satz von Oligonucleodden gemaB einem der Anspruche 
1 —8, spezielle Mikrotiterplatten sowie ein zugehdriges Restriktionsenzym. 
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Abb.2: 



Competitive PCR-Amplifizierung von 
Ziel-DNA und homologem Competitor 
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m-vitro-Reaktionen geeignetcr Form voriiegen. Dazu wird die zu untersuch nd Probe auf bekannt Weise 
auf geschlossen, die mRNA oder Total-RNA isoliert und mittels re verser Transcriptase in cDN A umgeschrieben. 

ErfindungsgemaBe Amplifikation mittels Competitiver PCR 

Pro50-ul-Ansatz: 

— 100 ng ( + ) Primer MRP3-Biotin 

— 100 ng (- ) Primer MRP4 

— 2 m.1 kalibriertes Competitor-Fragment (1-1462 x 10~ 21 mol) 

— 8 pi dNTP-Mix (Promega, Pharmacia): 1Z5 ul dATP, dCTP, dGTP, dUTP einer 100 mmol/l Stock-Ld- 
sung, verdOnnt auf 1000 |xl mit H 2 0 

— 5 |il PCR-Puffer f 10 x cone (Perkin-Eimer): 100 mmol/l Tris/HO, 500 mmol/l KO, 15 ramol/I MgCl* 
0.01 % (w/v) Gelatine; autokiaviert; r?H 83 (25° Q 

— 02 U Uracil DNA-Glycosyiase (Boehringer, Mannheim) 

— 50 ng revers transcribierte RNA 

— \J5 U AmpliTaq Polymerase (Perkin-Elmer) 

— Amplifikationsprogramm (GeneAmp 9600-Thermocycler (Perkm-Eimer)): 
Initial e Inkubation 15 min, 37° C 

Denaturierung 10 min, 94°C; Halten bei 72°C (an dieser SteUe Zugabe von Competitor und Polymerase!) 
35 Zyklen (30 sec 94°Q 30 sec 53*Q 1 min 72°Q 
Finale Elongation 10 min, 72° G 

— Lange des amplifizienen Target-Fragmentes: 344 Basenpaare, Lange des amplifizierten Competitor- 
Fragmentes:256 Basenpaare. 

Materialmen 

- Mikrotiterplatten, Streptavidin-beschichtet (z. B. Nunc Maxisorp) 

— Sonde: MRPS5, 5' FITC-markiert 100% Hybridisierung am Target-Amplifikationsprodukt Hybridisie- 
rung fiber 19 bp am Competitor- Amplifikauoiisprodukt 

— SchQttelinkubator fur Mikrotiterplatten (37° C) 

— Denley Well-Wash Mikrotiterplatten wascher 

— Anthos 2001-Mikrotiterplattenreader. 

Amplifikatvorbehandlung 

Verdunnungspuffer: PBS/0. 1 % Tween 20 (1 mmol/l NaHjPO^ 14 mmol/l NazHPO* 140 mmol/l Nad; pH 7.4, 
0.1%(v/v)Tween20) 

— PCR-Ansatze 1 : 2000 mit PBS/0. 1% Tween verdttnnen. 

Amplifikatimmobilisierung (Abb. 1 Schritt 1) 
Waschpuffer: PBS/1% Tween 20; pH 7.4 

— 1 00 ul verdttnntes Amplifikat pro Kavitat 1 Std bei 37° C immobilisieren. 
-3 x mit je 300 ul Waschpuffer (PBS/1% Tween 20) waschen. 

Blocken der Kavitaten 

Blockldsung: PBS/2% Tween 20 

— Kavitaten 30 min mit jeweils 200 ul PBS/2% Tween 20 bei Raumtemperatur blocken. 

— 3 x mitje 300 ul Waschpuffer (PBS/1% Tween 20) waschen. 

Alkalische Denaturierung (Abb. 1 Schritt 2) 
Denaturierungsldsung: 0.1 mol/1 NaOH/ 03 mol/1 NaQ 

— mit jeweils 100 ul Denaturierungsldsung 10 min bei Raumtemperatur denaturieren. 

— 3 x mit je 300 ul Waschpuffer (PBS/1 % Tween 20) waschen. 

Hybridisierung (Abb. 1 Schritt 3) 
Hybridisierungsl6sung: 1 x SSPE (150 mmol/l Nad, 83 mmol/l NajHPO* 2 mmol/l EDTA; pH 7A\ 025% 
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binds to both strand A 

and strand B but is fully complementary only to strand A 
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duplex formed with strand A has a recognition site for a 
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while the duplex formed with strand B does not; and (e) 
selectively cleaving 
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removed while the probe label of the strand B duplex 
remains attached to the 

solid phase. Also claimed is a method stated to be as 
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unlabelled and is immobilised on the solid phase while the 
analyte nucleic 

acids are nonradioactively labelled, preferably at the 5' 
end, and where the 

restriction enzyme selectively cleaves the completely 

hybridised analyte 

nucleic acid to remove the label. 
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for the cyclone sequencing procedure of R. M. K. Dale 
is totally independent of restriction sites in the 
insert. Single- stranded M13 DNA is hybridized to an 
oligomer that spans a restriction site of the 

polylinker, generating a region of double-stranded DNA. This 
region is digested with the appropriate enzyme, linearizing the phage, and 
then the 3'.fwdarw.5' exonuclease activity of T4 DNA polymerase is used to 
digest through the insert. The 3' end is then homopolymer tailed with 
terminal transferase, and the original oligomer, which has a 3' end 
complementary to the homopolymer tail, is reannealed across the 
restriction site and the homopolymer tail. After ligation the DNA is used 
to transform competent cells and the resulting plaques picked at random 
for screening. 
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AB A method for qual . or quant, detn. of concn . ratios of two similar nucleic 
acids is described. The method comprises (1) immobilization of both 
target nucleic acids; (2) alk. denaturation of the target nucleic acids; 

(3) hybridization of the resulting single-stranded 

nucleic acids with nonradioactive but labeled probes, which bind 
specifically to both targets but are only completely complementary to one, 
in which case a restriction site is created; 

(4) digestion with a restriction enzyme; and (5) fluorometric or 
colorimetric detn. of marker retained on the solid phase. Quant. 
PCR-ELISA detn. of multidrug resistance protein mRNA or human prothrombin 
gene sequences and qual. PCR-ELISA isotyping of human apolipoprotein E 
alleles was demonstrated. 



